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背景 
変形性膝関節症(OA)は高齢者にとって一般的な疾患であり、関節軟骨の変性や破壊の進行
が起こり発症する。 
OAに対する治療は NSAIDsなどの対症療法が基本であり、最終的には手術の選択しかなく OA
に対する有効な確立された治療法はない。 
近年 OAの発症進行に、関節軟骨に対する軟骨基質分解酵素が深く関与していることがわか
ってきており、主要なものとして 2型コラーゲンを分解する MMPsや アグリカンを分解す
る ADMTS family が挙げられ、なかでも MMP13、ADAMTS5は特に重要とされており、これら
の抑制が OA進行予防に重要と考えられる。 
これらの酵素を抑制する方法の 1 つに、遺伝子特異的に病的因子の発現を抑制する small 
interfering RNA(siRNA)がある。 
siRNAの in vivoでの適用に際しては、その導入が困難であることが問題であった。原因
として、siRNAが血清中で不安定であること、細胞に導入する際に用いる導入試薬やウイ
ルスベクターに細胞毒性や安全性の懸念があること、また全身投与した場合特定の臓器へ
の導入が困難であることが挙げられる。 こうした問題に対し、近年開発された化学修飾
siRNAは有効と考えられる。 
化学修飾 siRNAの特徴として、導入試薬が不要であること、そのため毒性が低いこと、
様々な細胞へ siRNA導入が可能となっていること、そして配列デザインと化学修飾により
特異的に目的遺伝子を knock downできる事があげられる。 
実際に動物モデルにおいて、MMP13 や ADAMTS5 に対する siRNA 投与で OA が抑制された報告
があり、単独投与による効果は実証されているが、MMP13と ADAMTS5を共に抑制した報告は
なく、その効果は不明である。 
本研究の目的は、単独投与より併用投与が更なる OA抑制効果を得られるかどうか病理組織
学的に検討することである。仮説は併用投与が単独投与より OA抑制効果があるとした。 
 
方法 
対象は９週齢オスの C57BL6マウスを用い、Destabilization of medial meniscus(DMM)法
により OAモデルを作成した。 
①使用する siRNAの特異性の検証 
マウス両膝関節滑膜(n=12)を採取し単離・培養を行った。FLSに IL-1b(10ng/ml)投与 12時
間後にそれぞれの siRNAを投与し、mRNA発現量を real time PCRにて解析した。 
②siRNAの膝関節内への取り込み 
DMM後 1週で蛍光標識した siRNAを関節内に注射した。その 2日後と 7日後に組織への siRNA
の取り込みを蛍光顕微鏡で確認した。 
③OA抑制効果の組織学的評価 
 
先行研究より MMP13 siRNAは DMM後 1週の投与が効果的であるとされていることから non 
targeting siRNA と MMP13 siRNAは DMM後 1週投与とし、ADAMTS5 siRNAはそれより早い
DMM後 3日とした。健常膝を N群、DMM後 1週で抑制作用を有しない non targeting siRNA
を関節内投与(1.5nmol/20ul)した C群、DMM後 3日で ADAMTS5 siRNAを関節内投与した A
群、DMM後 1週で MMP13 siRNAを関節内投与した M群、DMM後 3日と 1週でそれぞれ
ADAMTS5と MMP13の siRNAを関節内に併用投与した AM群の 5群に分け、それぞれ 4週と 8
週後にサフラニン O染色による組織評価(OARSI scoring)を行った。各群 n=16とし、各
siRNA関節内投与量は 1.5nmol/20ulとした。 
 
統計学的評価 
①IL-β刺激のみの control群とそれぞれの siRNA投与群の mRNA発現量の比較には
unpaired t-test を用いた。③各 5群の OARSI scoring は Games-Howell test にて評価
を行った。P値＜0.05を有意差ありとした。 
 
結果 
①siRNAの特異性 
ADAMTS5、MMP13発現量は IL-1b 刺激でそれぞれ約 1.8倍と約 2倍に増加した。 
ADAMTS5 の発現量は ADAMTS5 siRNAを投与すると有意に抑制されたが(p=0.047)、ADAMTS5 
siRNAが投与されないと抑制されなかった(p=0.75)。MMP13の発現量も同様に MMP13 siRNA
投与時にのみ有意に抑制されており(p<0.01)、siRNAの特異性が示された。 
②siRNAの膝関節内への取り込み 
蛍光 siRNA投与後 2日、7日ともに滑膜組織内で主に発色していた。軟骨組織を強拡大し
た組織像では、軟骨細胞では蛍光発色はほとんどみられず、表層が染まるのみだった。 
③組織学的評価 
OARSI scoreでは DMM後 4週では C群と治療群の間に有意差は認めなかったが、DMM後 8
週では C群と治療群でいずれも優位差を認めた。また、単独投与と併用投与との比較で
は、A群と AM群では治療効果に有意差を認めたのに対して M群と AMでは有意差は認め
なかった。 
 
考察 
siRNAの膝関節内投与では、そのほとんどが滑膜組織に取り込まれ、軟骨細胞内への取り
込みは見られなかった。しかし、組織学的評価では、siRNA治療群で軟骨変性を有意に抑
制していた。過去の報告からも滑膜組織が放出する chemical mediator が軟骨変性に影
響を及ぼしていることがわかっており、このことから直接軟骨細胞に作用しなくても軟骨
変性抑制効果を得る事が可能と考えられる。MMP13と ADAMTS5はそれぞれ様々な上流シグ
ナルから調節を受けており、軟骨変性に直接作用する最下流の酵素であり、これらを
knock down することで、より副作用の少ない直接的な効果を得る事ができると考えられ
る。MMP13と ADAMTS5の相互作用として、ADAMTS5などによるアグリカンの分解、消失が
生じ、その後に MMP13などによるⅡ型コラーゲンの分解が起こるとされている。軟骨変性
で始めに分解されてしまうアグリカンは、2型コラーゲンを MMP13などによる破壊から守
っている。このため、遺伝子操作などで完全に遺伝子発現をなくした knock outモデルで
は、ADAMTS5 knock out の方が OA抑制効果は高いとされていた。これは、ADAMTS5の発現
が完全になくなると、アグリカンは分解されず、さらに 2型コラーゲンも保護されます
が、MMP13の knock outだけでは、アグリカンの分解は抑えられず、その分軟骨変性とし
て表れるからである。しかし、本研究では、mmp13を knock down した方が ADAMTS5 knock 
down より OAを抑制していた。そして両者の抑制と MMP13単独の抑制で OA抑制効果に差
は認められなかった。実際の臨床に沿った実験で、完全に遺伝子発現を knock outするこ
とは不可能であり、こうした場合には 2型コラーゲンの分解を直接抑制した方が有用であ
ると考えられた。このことから、OA初期において MMP13による 2型コラーゲンの抑制がよ
り重要であることが示唆された。本研究の limitationとしては、ADAMTS5の至適投与時期
が不明であることが挙げられる。今回投与時期を DMM後 3日とした。これは DMM直後の投
与だと出血による siRNAの効果減弱が考えられたからである。また、siRNA投与が単回投
与であることが挙げられる。過去の報告から siRNAの効果持続期間は 5-7日と考えられる
ことから、その効果は一過性であり、更なる OA抑制効果を得るためには複数回投与も必
要と考えられる。 
 
結語 
OA初期において、MMP-13と ADAMTS-5に対する siRNAの関節内併用投与と、MMP-13 siRNA
単独投与は ほぼ同等の抑制効果であった。 
 
 
